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Abstrakt
Bakala´rˇska´ pra´ce se zaby´va´ problematikou numericke´ho prˇeostrˇova´n´ı v holograficke´m
mikroskopu s cˇa´stecˇneˇ prostoroveˇ koherentn´ım osveˇtlen´ım. Numericke´ prˇeostrˇova´n´ı je
vy´pocˇet komplexn´ı amplitudy obrazove´ vlny v rovina´ch jiny´ch, nezˇ je obrazova´ rovi-
na. Vy´pocˇet oblasti, ve ktere´ je mozˇne´ numericky prˇeostrˇovat, je zalozˇen na pouzˇit´ı
Rayleighova-Sommerfeldova difrakcˇn´ıho integra´lu a Fresnelovy aproximace kulove´ vlny.
Popis stavu koherence vlny a sˇ´ıˇren´ı cˇa´stecˇneˇ koherentn´ıho sveˇtla vycha´z´ı ze statisticky´ch
metod teorie opticke´ koherence. V te´to pra´ci je vypocˇtena tlousˇtˇka vrstvy, ve ktere´ lze
numericke´ prˇeostrˇova´n´ı prova´deˇt. Tato tlousˇtˇka za´vis´ı na parametrech mikroskopu - na
velikosti zdroje a parametrech pouzˇity´ch objektiv˚u. Vy´sledek je aplikova´n na mikroskop
z laboratorˇe U´FI FSI VUT.
Summary
The bachelor thesis deals with issue of numerical refocusing in holographic microscope
with partially space coherent light. The numerical refocusing is a computation of the
complex amplitude of an image wave in planes differing from the image plane. The cal-
culation of the region where the numerical refocusing is usable is based on application
of Rayleigh-Sommerfeld diffraction integral and the Fresnel approximation of a spherical
wave. The description of coherence state and propagation of partially coherent light fol-
lows from statistical methods in optical coherence theory. In this thesis the thickness of
field is calculated where the numerical refocusing is usable. The thickness depends on mi-
croscope parameters - the size of the light source and parameters of lenses in microscope.
The result is applied to the microscope in the laboratory IPE FME BUT.
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3U´vod
Holograficka´ mikroskopie umozˇnˇuje pozorova´n´ı objemovy´ch vzork˚u v rea´lne´m cˇase. Prˇi
pouzˇit´ı koherentn´ıho osveˇtlen´ı lze z jedine´ho interferencˇn´ıho obrazce rekonstruovat oblast
cele´ho trojrozmeˇrne´ho vzorku. Vy´pocˇet komplexn´ı amplitudy, ktera´ odpov´ıda´ zaostrˇen´ı
mikroskopu i do jiny´ch rovin mimo prˇedmeˇtovou, se nazy´va´ numericke´ prˇeostrˇova´n´ı. Prˇi
pouzˇit´ı cˇa´stecˇneˇ koherentn´ıho osveˇtlen´ı je mozˇnost numericke´ho prˇeostrˇova´n´ı omezena
jen do rovin bl´ızky´ch prˇedmeˇtove´. V te´to pra´ci budeme urcˇovat tlousˇt’ku oblasti, ve ktere´
lze numericke´ prˇeostrˇova´n´ı aplikovat u mikroskopu z laboratorˇe U´FI FME VUT. Tento
proble´m je pro jiny´ mikroskop rˇesˇen v cˇla´nku [2].
Prˇi vy´pocˇtu budeme vycha´zet ze skala´rn´ı teorie difrakce a z teorie opticke´ koherence.
Pomoc´ı Rayleighova-Sommerfeldova difrakcˇn´ıho integra´lu a Fresnelovy aproximace kulove´
vlny budeme pocˇ´ıtat sˇ´ıˇren´ı komplexn´ı amplitudy. Statisticky´ch metod teorie opticke´ ko-
herence pouzˇijeme pro urcˇen´ı koherencˇn´ıho stavu vlny po pr˚uchodu vzorkem. Budeme se
zaby´vat prostorovou koherenc´ı.
V kapitole 1 je popsa´n transmisn´ı holograficky´ mikroskop z laboratorˇe U´FI FSI VUT,
pro jehozˇ parametry budeme vy´pocˇet prova´deˇt. V kapitole 2 se zaby´va´me sˇ´ıˇren´ım ko-
herentn´ı vlny volny´m prostorem, pr˚uchodem vlny cˇocˇkou a vzorkem. V kapitole 3 jsou
popsa´ny velicˇiny popisuj´ıc´ı stav koherence a sˇ´ıˇren´ı cˇa´stecˇneˇ koherentn´ıho sveˇtla. V kapi-
tole 4 je vy´pocˇet pro usporˇa´da´n´ı dane´ho mikroskopu. Ten obsahuje vy´pocˇet sˇ´ıˇren´ı kom-
plexn´ı amplitudy soustavou a vy´pocˇet koherencˇn´ıho stavu vlny. Da´le je zde z podmı´nky
dostatecˇne´ koherence urcˇena tlousˇt’ka vrstvy, ve ktere´ lze numericky prˇeostrˇovat.

5Kapitola 1
Transmisn´ı holograficky´ mikroskop
s cˇa´stecˇneˇ koherentn´ım osveˇtlen´ım
Holograficky´ mikroskop obsahuje dveˇ opticky ekvivalentn´ı veˇtve, prˇedmeˇtovou a referencˇn´ı.
Ve vy´stupn´ı rovineˇ spolu vlny z teˇchto veˇtv´ı interferuj´ı. Pomoc´ı holograficke´ho mikroskopu
jsme d´ıky tomu schopni zaznamenat amplitudu a fa´zi obrazove´ vlny. Informace o fa´zi a am-
plitudeˇ v prˇedmeˇtove´ rovineˇ na´m umozˇnˇuje rekonstruovat vlnu v jiny´ch rovina´ch. K tomu,
abychom mohli tuto rekonstrukci prove´st, potrˇebujeme, aby vlna, ktera´ osveˇtluje vzorek,
byla dostatecˇneˇ koherentn´ı.
V mikroskopu je pouzˇito cˇa´stecˇneˇ koherentn´ı osveˇtlen´ı. Interferovat tak budou jen
paprsky rozpty´lene´ v u´zke´ oblasti prˇedmeˇtove´ roviny. Interference paprsk˚u rozpty´leny´ch
v jiny´ch cˇa´stech vzorku bude omezena. Omez´ı se take´ interference v´ıcena´sobneˇ rozpty´leny´ch
paprsk˚u.
Osveˇtlovac´ı soustava mikroskopu je navrzˇena na principu Ko¨hlerova osveˇtlen´ı. Jako
zdroj sveˇtla je pouzˇita halogenova´ lampa. Ta je zdrojem b´ıle´ho sveˇtla. Za n´ı je umı´steˇn
interferencˇn´ı filtr s maxima´ln´ı propustnost´ı na vlnove´ de´lce λ = 650 nm, polosˇ´ıˇrka maxima
propustnosti je ∆λ = 10 nm. Svazek je rozdeˇlen na dva pomoc´ı deˇlicˇe, j´ımzˇ je difrakcˇn´ı
mrˇ´ızˇka se 70 vrypy na mm. Prostorova´ frekvence mrˇ´ızˇky je takova´, aby u´hel, pod ktery´m
paprsky difraktuj´ı a interferuj´ı, byl maly´ a stejny´. Pro kazˇdou vlnovou de´lku plat´ı, zˇe
paprsky interferuj´ı pod stejny´m u´hlem jako difraktuj´ı. Pro vsˇechny vlnove´ de´lky tak vzni-
knou interferencˇn´ı prouzˇky se stejnou prostorovou frekvenc´ı. Jedna´ se tedy o achromaticky´
syste´m a lze pouzˇ´ıt b´ıle´ (nekoherentn´ı) sveˇtlo. Nen´ı nutne´ pouzˇ´ıt spojovac´ı prvek, inter-
ferencˇn´ı obrazec vznikne ve vy´stupn´ı rovineˇ mikroskopu.
Sche´ma mikroskopu je zobrazeno na obra´zku 1.0.1. Zdroj je cˇocˇkou zobrazen do
ohniskove´ roviny kondenzor˚u – objektiv˚u 1a, 1b. Kazˇdy´ bod zdroje tak vytvorˇ´ı rovin-
nou vlnu, ktera´ procha´z´ı vzorkem. Vzorek je umı´steˇn v obrazove´ rovineˇ kondenzoru. Tato
rovina je za´rovenˇ prˇedmeˇtovou rovinou objektivu 2a. Ten zobraz´ı prˇedmeˇt do vy´stupn´ı
roviny mikroskopu. V te´to rovineˇ paprsky obou veˇtv´ı interferuj´ı. Protozˇe se jedna´ o neko-
herentn´ı zdroj, interferuj´ı zde paprsky, ktere´ odpov´ıdaj´ı jednotlivy´m bodovy´m zdroj˚um.
Referencˇn´ı veˇtev se od prˇedmeˇtove´ liˇs´ı t´ım, zˇe se v prˇedmeˇtove´ rovineˇ nacha´z´ı mı´sto vzorku
referencˇn´ı objekt. Jedna´ se o prˇedmeˇt, ktery´ se co nejv´ıce shoduje se vzorkem. Potom lze
z dra´hovy´ch rozd´ıl˚u mezi paprsky z referencˇn´ı a prˇedmeˇtove´ veˇtve urcˇit odchylky tlousˇt’ky
a indexu lomu vzorku od referencˇn´ıho prˇedmeˇtu.
Difrakční mřížka
Objektiv 1a
Objektiv 2a
Čočka
CCD
Předmětová
větev
Referenční
větev
Halogenová
lampa
VzorekReferenčníobjekt
Interferenční
filtr
Výstupní rovina mikroskopu
Výstupní objektiv
Objektiv 2b
Objektiv 1b
Obra´zek 1.0.1: Sche´ma digita´ln´ıho holograficke´ho mikroskopu.
7Kapitola 2
Rekonstrukce koherentn´ı vlny
2.1 Vlnova´ funkce
Sveˇtlo je elektromagneticke´ vlneˇn´ı. Pro jeho popis lze tedy pouzˇ´ıt vektory elektricke´ a mag-
neticke´ intenzity. V homogenn´ım, izotropn´ım, neabsorbuj´ıc´ım a nedisperzn´ım prostrˇed´ı
neobsahuj´ıc´ım zdroje vlneˇn´ı mus´ı slozˇky teˇchto intenzit vyhovovat vlnove´ rovnici
∇2u (~r, t) = 1
c2
∂2u (~r, t)
∂t2
, (2.1.1)
kde c znacˇ´ı rychlost sveˇtla v dane´m prostrˇed´ı, ∇2 = ∆ je Laplace˚uv opera´tor, pro ktery´
v karte´zsky´ch sourˇadnic´ıch plat´ı
∇2 = ∂
2
∂x2
+
∂2
∂y2
+
∂2
∂z2
. (2.1.2)
Velicˇina u (~r, t) se obecneˇ nazy´va´ vlnova´ funkce. Vlnova´ funkce popisuj´ıc´ı sveˇtelnou vlnu
(naprˇ. v [6]) by´va´ ve skala´rn´ı teorii oznacˇova´na jako rozruch (disturbance).
V cele´ pra´ci budeme pouzˇ´ıvat komplexn´ı notaci, tedy velicˇina u (~r, t) bude komplexn´ı
funkc´ı, prˇicˇemzˇ fyzika´ln´ı vy´znam bude mı´t pouze jej´ı rea´lna´ cˇa´st.
2.2 Impulsova´ odezva volne´ho prostoru
Zna´me-li vlnovou funkci v rovineˇ z = 0, mu˚zˇeme pomoc´ı Rayleighova-Sommerfeldova
difrakcˇn´ıho integra´lu (viz naprˇ. [6], str.108) urcˇit vlnovou funkci v rovineˇ z > 0. Tento
difrakcˇn´ı integra´l ma´ tvar
u(P ) =
ik
2pi
∫∫
S
u (M)
[
exp (iksM)
sM
](
1 +
i
ksM
)(
~sM
sM
)
· ~n dS , (2.2.1)
kde ~n je norma´lovy´ vektor k rovineˇ z = 0, k = 2pi
λ
je vlnove´ cˇ´ıslo, ~sM =
−−→
PM , bod P lezˇ´ı
v rovineˇ z > 0, bod M v rovineˇ z = 0. Oznacˇ´ıme-li sourˇadnice bodu M v rovineˇ z = 0
jako ξ a η a vlnovou funkci u(x, y, 0) = u0(ξ, η), bude platit ~sM = (ξ − x)~ı+(η − y)~+z~k,
~sM
sM
· ~n = −z√
(x− ξ)2 + (y − η)2 + z2
. (2.2.2)
Integra´l (2.2.1) mu˚zˇeme prˇepsat na
u(x, y, z) = − ikz
2pi
∞∫∫
−∞
u0 (ξ, η)
exp
(
ik
√
(x− ξ)2 + (y − η)2 + z2
)
(x− ξ)2 + (y − η)2 + z2 ×
×
1 + i
k
√
(x− ξ)2 + (y − η)2 + z2
 dξ dη . (2.2.3)
Tento vy´raz odpov´ıda´ konvoluci
u(x, y, z) = u0(x, y) ∗ hz(x, y) , (2.2.4)
kde funkce
hz(x, y) = − ikz
2pi
exp
(
ik
√
x2 + y2 + z2
)
x2 + y2 + z2
[
1 +
i
k
√
x2 + y2 + z2
]
(2.2.5)
se nazy´va´ impulsova´ odezva.
Plat´ı-li k
√
x2 + y2 + z2  1 a polozˇ´ıme-li z√
x2+y2+z2
.
= 1, mu˚zˇeme prˇi pouzˇit´ı Fres-
nelovy aproximace kulove´ vlny (viz [6], str.21) impulsovou odezvu hz(x, y) aproximovat
Fresnelovy´m propaga´torem Pz (x, y)
hz (x, y) ≈ Pz (x, y) = − ik
2pi
exp(ikz)
z
exp
[
ik
2z
(
x2 + y2
)]
. (2.2.6)
Vlnovou funkci v rovineˇ z tedy mu˚zˇeme prˇi splneˇn´ı dany´ch podmı´nek vyja´drˇit konvoluc´ı
u(x, y, z) = u0(x, y) ∗ Pz(x, y) . (2.2.7)
2.3 U´hlove´ spektrum vlnove´ funkce a jej´ı rekonstrukce
v jine´ rovineˇ
Lze uka´zat ([6], str. 117–118), zˇe zna´me-li vlnovou funkci v rovineˇ z = 0, mu˚zˇeme urcˇit
vlnovou funkci v rovineˇ z = konst. ≥ 0 jako zpeˇtnou dvojrozmeˇrnou Fourierovu transfor-
maci
u (x, y, z) =
∞∫∫
−∞
U0 (kx, ky) exp
[
i
(
xkx + yky + z
√
k2 − k2x − k2y
)]
dkx dky , (2.3.1)
kde
Uz (kx, ky) =
1
2pi
∞∫∫
−∞
u (x, y, z) exp [−i (kxx+ kyy)] dx dy . (2.3.2)
Ve vy´pocˇtech budeme te´to skutecˇnosti vyuzˇ´ıvat v mı´stech, kde nen´ı zarucˇeno splneˇn´ı
podmı´nek uvedeny´ch na konci prˇedchoz´ı podkapitoly.
2.4 Amplitudova´ propustnost
Difraktuj´ıc´ı strukturu, umı´steˇnou v rovineˇ z = 0, kterou procha´z´ı vlna, lze popsat funkc´ı
nazvanou amplitudova´ propustnost. Je definovana´ (naprˇ. v [3]) jako pod´ıl amplitudy
ut (x, y, z) prosˇle´ strukturou a amplitudy vstupuj´ıc´ı ui (x, y, z), obeˇ v rovineˇ z = 0. Tedy
t (x, y) =
ut (x, y, 0)
ui (x, y, 0)
. (2.4.1)
Z toho vyply´va´
ut (x, y, 0) = ui (x, y, 0) t (x, y) . (2.4.2)
Amplitudova´ propustnost tenke´ cˇocˇky tl je v paraxia´ln´ı aproximaci (odvozeno naprˇ.
v [3], str.96–99)
tl (x, y) = exp (ikn∆) exp
[
− ik
2f
(
x2 + y2
)]
, (2.4.3)
kde ∆ je tlousˇt’ka cˇocˇky a n je index lomu cˇocˇky.
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Kapitola 3
Cˇa´stecˇneˇ koherentn´ı sveˇtlo
V prˇedchoz´ı kapitole jsme se zaby´vali monochromaticky´m sveˇtlem pocha´zej´ıc´ım z bodo-
ve´ho zdroje. Takove´ sveˇtlo lze charakterizovat komplexn´ı amplitudou. V mikroskopu je
pouzˇit nekoherentn´ı plosˇny´ zdroj. Sveˇtlo, ktere´ procha´z´ı optickou soustavou, pocha´z´ı od
velmi mnoha takovy´ch elementa´rn´ıch bodovy´ch zdroj˚u. Sveˇtlo je potom slozˇeno z amplitud
odpov´ıdaj´ıc´ıch jednotlivy´m bodovy´m zdroj˚um. Ty jsou na sobeˇ neza´visle´, jsou mezi nimi
r˚uzne´ fa´zove´ rozd´ıly, ktere´ fluktuuj´ı. Amplitudu takove´ho sveˇtla nejsme schopni urcˇit.
Nen´ı-li sveˇtlo prˇesneˇ monochromaticke´, amplituda nen´ı prˇedem dana´. Nemu˚zˇeme v ta-
kove´m prˇ´ıpadeˇ mluvit o vlnove´ funkci, hovorˇ´ıme o na´hodne´ funkci u (~r, t). K popisu sveˇtla
je nutne´ pouzˇ´ıt statisticky´ch metod. Pomoc´ı velicˇin, dany´ch statisticky´mi strˇedn´ımi hod-
notami na´hodne´ funkce, mu˚zˇeme sveˇtlo klasifikovat jako koherentn´ı, cˇa´stecˇneˇ koherentn´ı,
nebo nekoherentn´ı.
Prostorove´ a cˇasove´ fluktuace na´hodne´ funkce u (~r, t) charakterizuje funkce vza´jemne´
koherence (viz [1], str. 564)
Γ12 (τ) = 〈u∗(~r1, t)u (~r2, t+ τ)〉 , (3.0.1)
ktera´ je cˇasovou strˇedn´ı hodnotou soucˇinu funkce u(~r1, t+ τ) a funkce u
∗(~r2, t), komplexneˇ
sdruzˇene´ k funkci u(~r2, t).
Pro popis stavu koherence sveˇtla se pouzˇ´ıva´ funkce zvana´ stupenˇ koherence
γ12 (τ) =
Γ12 (τ)√
Γ11 (0)
√
Γ22 (0)
=
Γ12 (τ)√
I1
√
I2
, (3.0.2)
kde I1 = Γ11(0) = 〈u (~r1, t)u∗(~r1, t)〉 a I2 = Γ22(0) = 〈u (~r2, t)u∗(~r2, t)〉 jsou intenzity.
Stupenˇ koherence je normovana´ vza´jemna´ koherencˇn´ı funkce.
3.1 Vza´jemna´ intenzita
Je-li sveˇtlo kvazimonochromaticke´, tj. plat´ı-li, zˇe centra´ln´ı frekvence ν¯ je mnohem veˇtsˇ´ı
nezˇ spektra´ln´ı sˇ´ıˇrka ∆ν, mu˚zˇeme cˇasto koherencˇn´ı stav popsat jednodusˇsˇ´ım zp˚usobem.
Lze uka´zat (naprˇ. v [1], str. 569), zˇe takovy´ syste´m mu˚zˇeme popsat funkcemi Γ12, γ12,
ktere´ neza´visej´ı na parametru τ . Funkce vza´jemne´ koherence s τ = 0 se nazy´va´ vza´jemna´
intenzita
J12 = Γ12 (0) = 〈u∗(~r1, t)u (~r2, t)〉 . (3.1.1)
Normovana´ vza´jemna´ intenzita je definovana´ jako
j12 = γ12 (0) =
Γ12 (0)√
Γ11 (0)
√
Γ22 (0)
=
J12√
J11
√
J22
=
J12√
I1
√
I2
. (3.1.2)
Hodnota normovane´ vza´jemne´ intenzity lezˇ´ı v intervalu 〈0, 1〉 a je mı´rou stupneˇ prostorove´
koherence. Pro koherentn´ı sveˇtlo j12 = 1.
Koherenci sveˇtla lze plneˇ popsat funkcemi J12 a j12 pokud plat´ı, zˇe opticke´ dra´hove´
rozd´ıly jsou mnohem mensˇ´ı nezˇ koherencˇn´ı de´lka lc = c∆τ . Rˇ´ıka´me, zˇe sveˇtlo je kvazi-
monochromaticke´.
3.2 Vy´pocˇet vza´jemne´ intenzity
Lze uka´zat ([1], str. 581), zˇe vza´jemnou intenzitu v bodech P1 a P2 odpov´ıdaj´ıc´ı plosˇne´mu
zdroji σ lze vypocˇ´ıtat jako integra´l prˇes vsˇechny body zdroje
J12 =
∫∫
σ
u (S, P1)u
∗(S, P2) dxs dys , (3.2.1)
kde u(S, P1), resp. u(S, P2), je komplexn´ı amplituda vlny v bodeˇ P1, resp. P2, odpov´ıdaj´ıc´ı
bodove´mu zdroji S umı´steˇne´mu v rovineˇ plosˇne´ho zdroje. Sourˇadnice bodu S jsme oznacˇili
(xs, ys).
3.3 Vza´jemna´ intenzita pro koherentn´ı sveˇtlo
Pro koherentn´ı sveˇtlo je fa´zovy´ rozd´ıl vlny ve dvou bodech ~r1, ~r2 konstantn´ı, cˇasoveˇ
neza´visly´. Cˇasova´ strˇedn´ı hodnota (3.1.1) tedy bude rovna soucˇinu
J12 = Γ12 (0) = 〈u∗(~r1, t)u (~r2, t)〉 = u∗(~r1, t)u (~r2, t) . (3.3.1)
Tuto skutecˇnost lze ilustrovat i na´sleduj´ıc´ım zp˚usobem. Koherentn´ı sveˇtlo z´ıska´me,
budeme-li mı´t bodovy´ zdroj. Potom integra´l (3.2.1) prˇejde na soucˇin
J12 =
∫∫
σ
u (S, P1)u
∗(S, P2) dxs dys =
∞∫∫
−∞
δ (xs) δ (ys)u (S, P1)u
∗(S, P2) dxs dys ,
J12 = u (S, P1)u
∗(S, P2) . (3.3.2)
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Kapitola 4
Vy´pocˇet pro digita´ln´ı holograficky´
mikroskop
Zdroj je zobrazen cˇocˇkou do zadn´ı ohniskove´ roviny objektiv˚u 1a a 1b, ktere´ maj´ı funkci
kondenzor˚u (obra´zek ??). Situace je zjednodusˇeneˇ zna´zorneˇna na obra´zku 4.1.1. Tento
obraz je sekunda´rn´ım zdrojem sveˇtla. Ve vy´pocˇtu nahrad´ıme kondenzor tenkou cˇocˇkou
s ohniskovou vzda´lenost´ı f (obra´zek 4.2.1). V cˇa´stech 4.2 a 4.3 budeme pod termı´nem
cˇocˇka rozumeˇt kondenzor.
Ve vy´pocˇtu budeme prˇedpokla´dat, zˇe obraz zdroje je sekunda´rn´ım zdrojem neko-
herentn´ıho sveˇtla. Opra´vneˇnost tohoto prˇedpokladu budeme diskutovat v kapitole 4.1.
Abychom urcˇili stav koherence ve vzda´lenosti d od prˇedmeˇtove´ roviny, vypocˇ´ıta´me nejprve
v podkapitole 4.2 tvar vlny v te´to rovineˇ, ktery´ odpov´ıda´ koherentn´ımu osveˇtlen´ı bodovy´m
monochromaticky´m zdrojem umı´steˇny´m v zadn´ı ohniskove´ rovineˇ kondenzoru.
4.1 Koherence sekunda´rn´ıho zdroje
Obra´zek 4.1.1: Zobrazen´ı zdroje.
V mikroskopu pouzˇit je kruhovy´ kvazimonochromaticky´ nekoherentn´ı zdroj. Lze uka´zat
([1], str. 590 – 599), zˇe obraz nekoherentn´ıho plosˇne´ho zdroje lze povazˇovat za efektivneˇ
nekoherentn´ı, plat´ı-li
ρs  r′A , (4.1.1)
kde ρs je polomeˇr geometricke´ho obrazu zdroje a r
′
A je polomeˇr prvn´ıho tmave´ho prstence
Airyho disku, pro neˇjzˇ plat´ı dle [1] (str. 593)
r′A =
0, 61λ¯0
n′ sin θ′
, (4.1.2)
kde λ¯0 je centra´ln´ı vlnova´ de´lka pouzˇite´ho sveˇtla a n
′ sin θ′ je numericka´ apertura cˇocˇky na
straneˇ obrazove´ roviny, n′ je index lomu prostrˇed´ı. V nasˇem prˇ´ıpadeˇ svazek nejv´ıce omezuje
difrakcˇn´ı mrˇ´ızˇka (D.M.). Mrˇ´ızˇka ma´ vneˇjˇs´ı tvar cˇtverce s velikost´ı strany b = 3mm.
Prˇedpokla´dejme tedy, zˇe svazek je omezen kruhovou aperturou o polomeˇru a′ = 1, 5mm.
Potom n′ sin θ′ ≈ n′a′/z3. Zveˇtsˇen´ı cˇocˇky oznacˇmeM , pr˚umeˇr zdrojeD0. Pr˚umeˇrDs = 2ρs
sekunda´rn´ıho zdroje je tedy urcˇen Ds = |M |D0. Nerovnost (4.1.1) mu˚zˇeme prˇepsat
|M |D0
2
 0, 61λ¯0z3
n′a′
. (4.1.3)
Vzda´lenosti opticky´ch prvk˚u v mikroskopu jsou na´sleduj´ıc´ı: z1 = 116mm, z3 = 150mm.
Ohniskova´ vzda´lenost pouzˇite´ cˇocˇky je f0 = 77mm, index lomu prostrˇed´ı je n
′ = 1.
Dosazen´ım z Gaussovy zobrazovac´ı rovnice
1
z1
+
1
z2 + z3
=
1
f0
(4.1.4)
do vztahu pro zveˇtsˇen´ı M cˇocˇky dostaneme
M = −z2 + z3
z1
= − f0
z1 − f0 . (4.1.5)
Po dosazen´ı cˇ´ıselny´ch hodnot je velikost zveˇtsˇen´ı cˇocˇky |M | ≈ 2. Pr˚umeˇr zdroje je D0 =
= 7mm, polomeˇr sekunda´rn´ıho zdroje je tedy ρs = 7mm. Po dosazen´ı parametr˚u opticke´
soustavy do (4.1.2) je r′A = 4 · 10−2mm. Dosad´ıme do (4.1.1)
7mm 4 · 10−2mm . (4.1.6)
Velikost r′A je o dva rˇa´dy veˇtsˇ´ı, nezˇ velikost ρs. Podmı´nka (4.1.1) je tedy splneˇna. Sekunda´rn´ı
kruhovy´ zdroj v zadn´ı ohniskove´ rovineˇ kondenzoru tedy mu˚zˇeme povazˇovat za efektivneˇ
nekoherentn´ı.
4.2 Koherentn´ı sveˇtlo
Vlnova´ funkce je funkc´ı sourˇadnic x, y, z. Budeme pocˇ´ıtat sˇ´ıˇren´ı vlny ve smeˇru osy z, bude
na´s zaj´ımat vzˇdy tvar funkce v rovineˇ kolme´ na osu z (z = konst.). V dane´ rovineˇ je ampli-
tuda funkc´ı sourˇadnic x, y. Rovinu, ve ktere´ je vlnova´ funkce pocˇ´ıta´na, oznacˇ´ıme doln´ım
indexem. Oznacˇen´ı budou na´sleduj´ıc´ı, u0 (x, y) je amplituda v rovineˇ zdroje, ul,i (x, y)
teˇsneˇ prˇed tenkou cˇocˇkou (kondenzorem), ul,t (x, y) teˇsneˇ za tenkou cˇocˇkou (konden-
zorem), us,i (x, y) teˇsneˇ prˇed vzorkem, us,t (x, y) teˇsneˇ za vzorkem a ud (x, y) je amplituda
ve vzda´lenosti d za vzorkem.
Budeme zkoumat sˇ´ıˇren´ı vlny vycha´zej´ıc´ı z bodove´ho zdroje umı´steˇne´ho v bodeˇ S
(xs, ys) roviny zdroje. Takove´mu zdroji odpov´ıda´ tvar amplitudy u0 (x, y) = δ (x− xs)×
×δ (y − ys).
Obra´zek 4.2.1: Sche´ma pro vy´pocˇet.
Teˇsneˇ prˇed cˇocˇkou, tedy ve vzda´lenosti f od zdroje, lze vlnu popsat podle (2.2.7) jako
konvoluci vlny u0(x, y) a Fresnelova propaga´toru Pf (x, y)
ul,i (x, y) = u0 (x, y) ∗ Pf (x, y) =
∞∫∫
−∞
u0 (ξ, η)Pf (x− ξ, y − η) dξ dη =
=
(
− ik
2pi
)
exp (ikf)
f
∞∫∫
−∞
δ (ξ − xs, η − ys) exp
[
ik
2f
(
(x− ξ)2 + (y − η)2)] dξ dη .
Pro Diracovu distribuci plat´ı
∫∞
−∞ δ(x− x0)f(x) = f(x0). Z te´to vlastnosti vyply´va´
ul,i (x, y) =
(
− ik
2pi
)
exp (ikf)
f
exp
[
ik
2f
(
(x− xs)2 + (y − ys)2
)]
. (4.2.1)
Vlna projde tenkou cˇocˇkou, amplituda vlny teˇsneˇ za cˇocˇkou bude mı´t podle (2.4.2) a
(2.4.3) tvar
ul,t (x, y) = ul,i (x, y) tl (x, y) , (4.2.2)
kde tl(x, y) je funkce propustnosti tenke´ cˇocˇky. Tedy
ul,t (x, y) =
(
− ik
2pi
)
exp (ik (f + n∆))
f
exp
[
ik
2f
(
x2s + y
2
s
)]
exp
[
− ik
f
(xsx+ ysy)
]
.
(4.2.3)
Amplitudu ve vzda´lenosti f za cˇocˇkou, tedy v rovineˇ vzorku, vypocˇ´ıta´me dosazen´ım
ul,t z (4.2.3) do rovnice (2.2.7) za u0. Tedy
us,i (x, y) = ul,t (x, y) ∗ Pf (x, y) =
∞∫∫
−∞
u1 (ξ, η)Pf (x− ξ, y − η) dξ dη . (4.2.4)
Oznacˇ´ıme-li
C0 =
(
− ik
2pi
)2
exp (ik (2f + n∆))
f 2
, (4.2.5)
mu˚zˇeme psa´t
us,i (x, y) = C0 exp
[
ik
2f
(
x2s + y
2
s
)]×
×
∞∫∫
−∞
exp
[
− ik
f
(ξxs + ηys)
]
exp
[
ik
2f
(
(x− ξ)2 + (y − η)2)] dξ dη .
Po u´praveˇ dostaneme
us,i (x, y) = C0 exp
[
− ik
f
(xsx+ ysy)
]
×
×
∞∫∫
−∞
exp
[
ik
2f
(
(x+ xs + ξ)
2 + (y + ys + η)
2)] dξ dη .
Protozˇe x, y, xs a ys naby´vaj´ı konecˇny´ch hodnot, mu˚zˇeme zave´st substituci
s =
√
k
2f
(xs + x+ ξ) , t =
√
k
2f
(ys + y + η) .
(4.2.6)
Po zaveden´ı te´to substituce dostaneme
us,i (x, y) = C0 exp
[
− ik
f
(xsx+ ysy)
]
2f
k
∞∫∫
−∞
exp
[
i
(
s2 + t2
)]
ds dt . (4.2.7)
Dvojny´ integra´l z rovnice (4.2.7) lze prˇeve´st na Fresnelovy integra´ly
(∫∞
0
sin q√
q
=
∫∞
0
cos q√
q
=
=
√
pi
2
)
(viz naprˇ. [8], str. 483)
∞∫∫
−∞
exp
[
i
(
s2 + t2
)]
ds dt =
 ∞∫
0
cos q√
q
dq + i
∞∫
0
sin q√
q
dq
2 = pii . (4.2.8)
Po dosazen´ı (4.2.8) a (4.2.5) do (4.2.7)
us,i (x, y) =
(
− ik
2pi
)
exp (ik (2f + n∆))
f
exp
[
− ik
f
(xsx+ ysy)
]
. (4.2.9)
Teˇsneˇ za vzorkem bude mı´t vlna dle (2.4.2) tvar us,t(x, y) = us,i(x, y) ts(x, y), kde ts(x, y)
je amplitudova´ propustnost vzorku.
us,t (x, y) =
(
− ik
2pi
)
exp (ik (2f + n∆))
f
ts (x, y) exp
[
− ik
f
(xsx+ ysy)
]
. (4.2.10)
Po dosazan´ı do rovnice (2.3.2)
U0 (kx, ky) =
1
2pi
∞∫∫
−∞
us,t (x, y) exp [−i (kxx+ kyy)] dx dy . (4.2.11)
Po dosazen´ı z (4.2.10) mu˚zˇeme psa´t
U0 (kx, ky) = − ik
(2pi)2
exp (ik (2f + n∆))
f
×
×
∞∫∫
−∞
ts (x, y) exp
[
− ik
f
(xsx+ ysy)
]
exp [−i (kxx+ kyy)] dx dy . (4.2.12)
Konstantu prˇed integra´lem oznacˇme
C1 = − ik
(2pi)2
exp (ik (2f + n∆))
f
(4.2.13)
Protozˇe xs a ys naby´vaj´ı konecˇny´ch hodnot, mu˚zˇeme oznacˇit kx1 =
xsk
f
+kx, ky1 =
ysk
f
+ ky.
Integra´l z rovnice (4.2.12) pak z´ıska´ tvar Fourierovy transformace amplitudove´ propust-
nosti objektu
U0 (kx1 , ky1) = C1
∞∫∫
−∞
ts (x, y) exp [−i (kx1x+ ky1y)] dx dy . (4.2.14)
Fourierovou transformac´ı amplitudove´ propustnosti vzorku je jeho rozptylova´ funkce. Tu
oznacˇ´ıme Ts(kx, ky). Potom
U0 (kx1 , ky1) = C1 Ts (kx1 , ky1) . (4.2.15)
Vlnova´ funkce ve vzda´lenosti d za vzorkem bude tedy
ud (x, y) = C1
∞∫∫
−∞
Ts (kx1 , ky1) exp
[
i
(
xkx + yky + z
√
k2 − k2x − k2y
)]
dkx dky . (4.2.16)
Prˇep´ıˇseme do sourˇadnic kx1 a kx2 . Potom (4.2.16) mu˚zˇeme prˇepsat
ud (x, y) = C1
∞∫∫
−∞
T (kx1 , ky1) exp
[
i
(
x
(
kx1 −
xsk
f
)
+ y
(
ky1 −
ysk
f
))]
×
× exp
iz
√
k2 −
(
kx1 −
xsk
f
)2
−
(
ky1 −
ysk
f
)2 dkx1 dky1 . (4.2.17)
Vlnova´ funkce (4.2.17) odpov´ıda´ koherentn´ımu osveˇtlen´ı bodovy´m zdrojem umı´steˇny´m
v bodeˇ (xs, ys).
4.3 Cˇa´stecˇneˇ koherentn´ı sveˇtlo
Stav koherence v rovineˇ z = konst. ve vzda´lenosti d od vzorku zjist´ıme tak, zˇe vypocˇ´ıta´me
vza´jemnou intenzitu dvou obecny´ch bod˚u P1, P2 v te´to rovineˇ. Tedy dle vztahu (3.2.1)
J12 =
∫∫
σ
ud (xs, ys;x1, y1)u
∗
d(xs, ys;x2, y2) dxs dys , (4.3.1)
kde x1, y1, resp. x2, y2, jsou sourˇadnice bodu P1, resp. P2. Funkce ud (xs, ys, xi, yi) =
= ud (S, Pi) za´vis´ı na poloze bodu zdroje S a bodu Pi v rovineˇ vy´pocˇtu.
Do te´to rovnice dosad´ıme z (4.2.17)
J12 = |C1|2
∫∫
σ
d2~s
∞∫∫∫∫
−∞
d2~k1 d
2~k2×
× exp
ikd
√
1− (kx1f − xsk)
2 + (ky1f − ysk)2
(kf)2
×
× Ts (kx1 , ky1) exp
[
i
(
x1
(
kx1 −
xsk
f
)
+ y1
(
ky1 −
ysk
f
))]
×
× exp
−ikd
√
1− (kx2f − xsk)
2 + (ky2f − ysk)2
(kf)2
×
× T ∗s (kx2 , ky2) exp
[
−i
(
x2
(
kx2 −
xsk
f
)
+ y2
(
ky2 −
ysk
f
))]
. (4.3.2)
kde d2~k1 = dkx1 dky1 , d
2~k2 = dkx2 dky2 , d
2~s = dxs dys. Odmocniny v rovnici (4.3.2)
prˇevedeme na soucˇet pomoc´ı Taylorova rozvoje vy´razu
√
1− x se strˇedem v x0 = 0, kde
x =
(kxif−xsk)
2
+(kyif−ysk)
2
(kf)2
, i = 1, 2,
√
1− x ≈ 1− 1
2
x− 1
8
x2 + . . . . (4.3.3)
Protozˇe k2  k2x+k2y a xsf , ysf jsou velmi mala´ cˇ´ısla, mu˚zˇeme zanedbat cˇleny vysˇsˇ´ıch rˇa´d˚u.
Potom plat´ı
√
1− (kx1f − xsk)
2 + (ky1f − ysk)2
(kf)2
≈ 1− 1
2
(kx1f − xsk)2 + (ky1f − ysk)2
(kf)2
. (4.3.4)
Rozd´ıl odmocnin ve vy´razu (4.3.2) tedy bude
√
1− (kx1f − xsk)
2 + (ky1f − ysk)2
(kf)2
−
√
1− (kx2f − xsk)
2 + (ky2f − ysk)2
(kf)2
≈
≈ −
(
k2x1 + k
2
y1
)
+
(
k2x2 + k
2
y2
)
2k2
+
xs (kx1 − kx2) + ys (ky1 − ky2)
kf
. (4.3.5)
Po dosazen´ı (4.3.5) do (4.3.2) z´ıska´me
J12 ≈ |C1|2
∫∫
σ
exp
[
ik
f
(xs (x2 − x1) + ys (y2 − y1))
]
×
×
∞∫∫
−∞
Ts (kx1 , ky1) exp
[
− id
2k
(
k2x1 + k
2
y1
)]×
× exp
[
i
(
kx1
(
x1 +
xsd
f
)
+ ky1
(
y1 +
ysd
f
))]
d2~k1×
×
∞∫∫
−∞
T ∗s (kx2 , ky2) exp
[
id
2k
(
k2x2 + k
2
y2
)]×
× exp
[
−i
(
kx2
(
x2 +
xsd
f
)
+ ky2
(
y2 +
ysd
f
))]
d2~k2×
× d2~s . (4.3.6)
4.4 Podmı´nka pro mozˇnost rekonstrukce obrazu
Pouzˇijeme podobnou u´vahu jako je pouzˇita v cˇla´nku [2]. Sveˇtlo se bude chovat jako ko-
herentn´ı, jestlizˇe vza´jemna´ intenzita (4.3.6) bude mı´t tvar soucˇinu (3.3.2). Toho bude
dosazˇeno, jestlizˇe prˇ´ıspeˇvek ke zmeˇneˇ fa´ze za´visly´ na xs (ys) bude zanedbatelny´. Vza´jemna´
intenzita potom bude mı´t tvar soucˇinu trˇ´ı integra´l˚u, kde druhy´ z nich odpov´ıda´ u(S, P1)
a trˇet´ı u∗(S, P2). Podmı´nka je splneˇna, pokud plat´ı relace
kx,maxxs,maxd
f
 2pi, ky,maxys,maxd
f
 2pi ,
(4.4.1)
kde kx,max a ky,max jsou maxima´ln´ı prostorova´ frekvence, pro ktere´ je Ts nenulove´, xs,max,
resp. ys,max, je maxima´ln´ı vzda´lenost bodu zdroje od opticke´ osy.
Ma´me sekunda´rn´ı kruhovy´ zdroj o pr˚umeˇru Ds, tedy xs,max = ys,max = Ds/2. Vlna
je rekonstruova´na ze za´znamu v obrazove´ rovineˇ, proto jsou kx,max a ky,max, nejvysˇsˇ´ı
prostorove´ frekvence prˇenesene´ zobrazovac´ım objektivem (objektiv 2a na obra´zku 1.0.1).
Nerovnost (4.4.1) mu˚zˇeme da´le upravit
d 2pi 2f
Dskmax
. (4.4.2)
kde kmax je maxima´ln´ı prostorova´ frekvence ve smeˇru kolme´m na osu z.
Na vzorek je zaostrˇen objektiv. Maxima´ln´ı prostorovou frekvenci ve smeˇru kolme´m na
osu z urcˇ´ıme jako maxima´ln´ı sourˇadnici vlnove´ho vektoru vlny, ktera´ prosˇla objektivem
s nejveˇtsˇ´ım sklonem v˚ucˇi opticke´ ose. Numericka´ apertura NA objektivu je definova´na
v [1] (str. 200)
NA = n sinα , (4.4.3)
kde n je index lomu prostrˇed´ı, 2α je u´hlova´ apertura objektivu.Maxima´ln´ı prostorova´
frekvence kmax bude odpov´ıdat vlnove´mu vektoru sv´ıraj´ıc´ımu u´hel α s optickou osou. Pa-
prsky, ktere´ sv´ıraj´ı s optickou osou veˇtsˇ´ı u´hel, neprojdou objektivem. Hodnotu prostorove´
frekvence kmax vypocˇteme jako
kmax =
2pi
λ¯0
n sinα =
2piNA
λ¯0
, (4.4.4)
kde λ¯0 je strˇedn´ı vlnova´ de´lka pouzˇite´ho sveˇtla ve vakuu. Podmı´nku (4.4.2) mu˚zˇeme
upravit
d dm = 2fλvac
DsNA
. (4.4.5)
Z´ıskali jsme tak podmı´nku, kterou mus´ı tlousˇt’ka vrstvy splnˇovat. Numericke´ prˇeostrˇova´n´ı
lze pouzˇ´ıt ve vzda´lenosti vy´razneˇ mensˇ´ı nezˇ je dm.
4.5 Odhad tlousˇt’ky vrstvy pro konkre´tn´ı parametry
mikroskopu
Na obra´zku 4.5.1 je zobrazeno sche´ma usporˇa´da´n´ı opticky´ch prvk˚u v mikroskopu. Zdroj
o pr˚umeˇru D0 je cˇocˇkou zobrazen do ohniskove´ roviny kondenzoru, ktery´m je v digita´ln´ım
holograficke´m mikroskopu objektiv (2a na obra´zku 1.0.1). Zveˇtsˇen´ı cˇocˇky je M , pr˚umeˇr
sekunda´rn´ıho zdroje Ds je urcˇen vztahem Ds = |M |D0. Po dosazen´ı do (4.4.5)
d dm = 2fλ¯0
D0|M |NA . (4.5.1)
Obra´zek 4.5.1: Usporˇa´da´n´ı opticky´ch prvk˚u v mikroskopu.
Centra´ln´ı vlnova´ de´lka pouzˇite´ho sveˇtla je λ¯0 = 650 nm. V tabulce (4.1) jsou parametry
jednotlivy´ch objektiv˚u pouzˇity´ch v mikroskopu, ktere´ jsou uda´vane´ vy´robcem. V tabulce
(4.2) jsou pro jednotlive´ objektivy a velikosti pouzˇite´ clony zdroje vypocˇ´ıta´ny hodnoty
dm.
Tabulka 4.1: Parametry pouzˇity´ch objektiv˚u uda´vane´ vy´robcem.
zveˇtsˇen´ı NA f/mm
10× 0,25 17,129
20× 0,40 8,9
40× 0,65 4,646
60× 0,85 2,969
100× 1,25
Tabulka 4.2: Hodnoty dm vypocˇ´ıtane´ z parametr˚u zobrazovac´ı soustavy.
dm/µm
D0/mm 10× 20× 40× 60×
10 4,5 1,5 0,47 0,23
7 6,4 2,1 0,67 0,33
5 9,0 2,9 0,94 0,46
1 45 15 4,7 2,3
0,1 450 150 47 23
Cˇ´ım mensˇ´ı budeme mı´t zdroj, t´ım bude sveˇtlo koherentneˇjˇs´ı. Z tabulky je zrˇejme´,
zˇe nejveˇtsˇ´ı oblast pro numericke´ prˇeostrˇova´n´ı z´ıska´me prˇi pouzˇit´ı clonky s pr˚umeˇrem
D0 = 0, 1mm a objektivu se zveˇtsˇen´ım 10×.
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Za´veˇr
C´ılem pra´ce bylo odhadnout tlousˇt’ku vrstvy, ve ktere´ je mozˇno pouzˇ´ıvat numericke´
prˇeostrˇova´n´ı digita´ln´ıho holograficke´ho mikroskopu s cˇa´stecˇneˇ koherentn´ım osveˇtlen´ım.
Ve vy´pocˇtu jsem vycha´zela ze skala´rn´ı teorie difrakce a teorie opticke´ koherence, pomoc´ı
ktery´ch jsem pocˇ´ıtala pr˚uchod vlny optickou soustavou. Z podmı´nky dostatecˇne´ koherence
sveˇtla v cele´m objemu vrstvy jsem odhadla jej´ı tlousˇt’ku. Ta je za´visla´ na parametrech
mikroskopu. Pro dane´ parametry digita´ln´ıho holograficke´ho mikroskopu v laboratorˇi U´FI
jsem urcˇila podmı´nku pro maxima´ln´ı velikost tlousˇt’ky vrstvy.
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